Optickée metody

Atomova absorpcni spektrofotometrie




AAS

» Metoda kvantitativni elementarni analyzy
pro vice nez 60 prvku (prevazne
kovovovych)

» velka citlivost a specificificnost pro dany
prvek —umoznuje stanoveni prvku i v
pritomnosti velkeho prebytku
doprovodnych latek bez predchozich
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AAS

» VVychazi ze zakona Kirchhofa a Bunsena
(1860) ,Volné atomy v plynnem stavu jsou
schopny absorbovat zareni takové vinove
delky, kterou samy emituji”

» DalSi objevy vedly ke konstrukci AAS
spektrofotometru s prudkym rozvojem
jejich pouziti po r. 1950
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AAS

» Je zalozena na principu absorpce svetelneho
zareni presne vymezene vinové déelky atomy
prvku v zakladnim stavu

* Pouziti AAS vyzaduje:
- prevedeni latky z roztoku na formu volnych

atomu v plynné fazi ( atomizaci, 2000-3000K) v
zakladnim nevzbuzeném stavu

- zdroj zareni o presné vinove délce
charakteristické pro stanovovany prvek




AAS-Princip stanoveni

Zareni ze zdroje prochazi optickym
prostredim (plamenem, atomizétorem)
obsahujicim volné atomy, které toto zareni
absorbuji. Na vystupu z plamene muzeme
pozorovat ubytek intenzity zareni
zpusobeny absorpci. Neabsorbované
zareni prochazi monochromatorem a
dopada na detektor. Signal se registruje
jako absorbance a ubytek zareni je primo
umerny koncentraci stanovovaného prvku
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AAS-zdroje zareni

“*Vybojky s dutou katodou
‘*Bezelektrodove vybojky
s Superlampy

‘»Laserove diody




Vybojka s dutou katodou

Je to lampa,ktera obsahuje katodu
zhotovenou ze stejného kovu jako je
stanovovany prvek, anodu s inertniho
kovu (W, Ti) a je plnena pri nizkem tlaku
(100-1000 Pa) neonem nebo argonem.
Vystupni okenko je vyrobeno z
propoustejicihno materialu — opticky
kfemen (do 240 nm), spec. skla (240-
300nm), bezné sklo (nad 300 nm)




Vybojka s dutou katodou

Vlozi-li se na elektrody dostatecne velke
napeti (200-600 V) a zhavici proud (3-25
mA), dochazi k doutnavemu vyboji a
vznikle ionty plynu (Ne*) vyrazeji z katody
atomi sledovaneho kovu. Ty se srazkami
deexcituji a vysilaji cary kovu. Z vybojky
vychazi carove spektrum daneho
stanovovaneho prvku (pro kazdy prvek
jina vybojka).







Bezelektrodove vybojky

* Pouzivaji se jako alternativni zdroj pro
nekteré tekavejsi kovy (Hg,Cd,Zn)

* Poskytovane zareni ma vyssi intenzitu pri
zachovani velmi uzké polosirky car

* VySSi intenzita zareni je nutna v oblasti

spektra pod 220 nm, kde se vyrazne
projevuje absorpce zareni pozadim




Superlampy

* Produkuji Carové spektra o stejné (nebo
mensi) polosirce jako vybojky, ale
intenzita Car je 5-75x vyssi (v zavislosti na
prvku)

* Princip je stejny jako u vybojky s dutou
katodou, navic je pouzit emitor elektronu a
cylindricka katoda bez dna

* Vyhody: velmi dlouha zivotnost,vyssi
linearita kalibraci.




Laserove diody

Polovodicove prvky, ktere jsou schopne emitovat
prisné monochromatické zareni o vysoke
iIntenzite

Nova generace AA spektrofotometru bez
disperznich prvku (monochromatoru)
Vyhody: nizsi detekcni limity, SirSi pracovni
rozsah meritelnych koncentraci

Nevyhody: omezeny rozsah vinovych délek,
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AAS-Absorpcni prostredi

Zareni ze zdroje prochazi absorpcnim
prostredim kde probiha proces atomizace
-prevedeni latky z roztoku na atomovy

plyn
ATOMIZACE:
<+Plamenova

‘*Elektrotermicka (bezplamenova)




Plamenova atomizace

Vyuziva k atomizaci prvku teploty plamene

* Vzorek je v tekutem stavu nasavan tenkou
kapilarou (vlivem podtlaku proudiciho vzduchu)
do zmlzovaci komory (nebulizeru)

* Vznika jemny aerosol, ktery se smicha s topnym
plynem a oxidovadlem

* Aerosol vstupuje do plamene kde dojde k
odpareni vody a vzniku volnych neexcitovanych
atomu v zakladnim stavu. Tyto atomy jsou
schopny absorbovat zareni vychazejici ze zdroje




Plamenova atomizace

* Teplota plamene je zavisla na kombinaci
topneho plynu a oxidovadla:

acetylén-vzduch (2100-2800°C)
acetylen-kyslik (3060°C)
acetylen-oxid dusny (2955°C)

* Horak ma podobu podélne sterbiny,tato
konstrukce prodluzuje absorpcni prostredi
— zvysuje hodnotu merene absorpce
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Elektrotermicka atomizace

» K atomizaci stanovovanych prvku vyuziva
teploty elektricky vyhrivane grafitove picky

* VVykazuje vetsi citlivost, nizke detekcni
limity, maly objem vzorku (v yl —zajisteno
programovatelnym davkovacem)

» délka picky je nékolik cm,prumeér nekolik
mm), je umistena v draze primarniho
zareni a behem ohrevu je v atmosfére
argonu




Elektrotermicka atomizace

* Picka se zahriva podle zvoleneho
programu, v nemz je mozno rozlisit faze:

suseni - odpareni rozpoustedla (do 120°C)
pyrolyza a mineralizace -odstraneni
organickych soucasti vzorku (300-700°C)
vlastni atomizace -vznik atomu v plynném
zakladnim stavu (1000-3000°C)

vycisteni (vypaleni) kyvety - 3000°C,po
dobu 3s




Elektrotermicka atomizace

* Behem jednotlivych fazi teplotniho rezimu
(krome atomizace) proudi prostorem
kyvety inertni plyn (argon) — chrani
grafitovou kyvetu pred oxidaci

* Pri programovani teplotniho rezimu se
zadava pro jednotlive faze teplota a doba
trvani v s. Pro prechody mezi jednotlivymi
fazemi se rychlost narustu teploty udava v
°C/s tzv. rampa




Faze teplota cas rampa inert.plyn
[°C] [s] [°C/s)] prutok
[1/min]
suseni 95 45 10 0,2
110 20 5 0,2
130 15 10 0,2
mineralizace 1100 20 150 0,2
atomizace 2300 3 0 0
vypaleni 2700 3 0 0,2

kyvety




Elektrotermicka atomizace

» Grafitova kyveta je spolu s elektrodami
umistena v kovovem bloku, kterym
proteka chladici voda pro rychle
ochlazovani (priprava k dalsimu pouziti)

* Proces davkovani byl u starych pfristroju
pozorovan pomoci zrcatka, nove pristroje
jsou vybaveny mikrokamerou
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Monochromator

‘*Reflexni difrakcéni mrizka - u vetsSiny AAS
pristroju
-je zalozena na principu ohybu svetla

-Je tvorena soustavou jemnych
rovhobéznych vrypu na sklenéné desticce

-na ploskach mrizky dochazi ke slozitym
opt. jevum (odraz, interference), kt. vedou
K tomu ze z mrizky vychazi jedntlive A pod
rozdilnym uhlem (kt. zavisi na A zareni)







Monochromator




Detektor

“* FotonasobiC —se pouziva u vetsiny AAS

pristroju

Princip je zalozen na fotoelektrickem efektu.

Sklada se z fotosenzitivni katody z které se
uvolnuji pri dopadu zareni elektrony, ty jsou
pritahovany dynodami na kt. bylo vlozeno
zvysujici se napeti . Dochazi k nasobeni toku
elektronu smérem k anodé, tim dojde k
vnitrnimu zesileni signalu - zvysi se citlivost

detektoru
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Detektor

“* Fotodioda — u spektrofotometru vyuzivajicich
jako zdroj laserove diody
Princip je zalozen na fotoelektrickém efektu.

Sklada se z fotosenzitivni katody a anody
umistene ve vakuu sklenene banky. Elektrony
uvolnene z fotosenzitivni katody (vlivem
dopadajiciho zareni) se pohybuji smerem k
anode cimz vznika el. proud kt. je proporcionalni
iIntenzite svetelného zareni




Konstrukcni usporadani
spektrofotometru

‘*»Jednopaprskove
vyhody: jednoduche, vykazuji minimalni
ztraty zareni (neni nutne pouzivat zdroje
zareni s vyssi intenzitou)
nevyhody: nedokazi eliminovat kolisani
zdroje zareni a celkovou nestabilitu
systemu. Nutno provest samostatnée
mereni (pro zjisteni |,) v dobe kdy se v
absorbcnim prostredi nenachazi vzorek




Konstrukcni usporadani
spektrofotometru

*» Dvoupaprskové — svazek paprsku ze zdroje je
rozdelen rotujicim zrcadlem na dva rovnobezné
svazky — merny (prochazejici absorpcnim
prostredim) a porovnavaci. Svazky dopadaji
stridave na vstupni sterbinu monochromatoru

Vyhody: pouze jedno méreni

Nevyhody: ztraty zareni ze zdroje vlivem
rozdeleni paprsku (pouziti zdroje s vyssi
iIntenzitou)




Konstrukcni usporadani
spektrofotometru

Protoze ani jedno usporadani neni optimalni
existuje kompromisni reseni kt. kombinuje oba
Zzpusoby usporadani za pouziti tzv. Stockhalovy
optiky.

Stockhalova optika

Je system vykyvnych zrcadel, kt. umoznuje
vychyleni merneho paprsku mimo absorpcni
prostredi (tim je mozno zmerit hodnotu |,) a
nasledne se system chova jako jednopaprskovy




Metody korekce pozadi

Nespecificke absorpce (pozadi) a jeji korekce je u
AAS komplexni a slozity problem.

Zpusoby korekce

sekvencni

*» Metoda mereni na dvou liniich

simuntalni

*»» Korekce pomoci lampy se spojitym spektrem
s Zeemanova metoda korekce




Metoda mereni na dvou liniich

Metoda vyuziva k mereni absorbance pri dvou
vinovych delkach malo rozdilnych hodnot za
pouziti teze lampy

Zpusob korekce: nejprve se zméri celkova A pfi A
odpovidajici stanovovanému prvku. Potom se
zmeri A pozadi pri blizke A, kterou neabsorbuje
mereny prvek. Rozdilem je dana absorbance
hledaneho prvku

- Tato korekce je mozna pouze u plamenove
fotometrie, dnes se jiz nepouziva




Korekce pomoci lampy se
spojitym spektrem

System je vybaven dvemi lampami —lampou s
dutou katodou pro mereny prvek a deuteriovou
lampou

Zakladnim principem je stridani Carového
zdroje a kontinualniho zdroje zareni v opticke
ceste spektrometru.

V realnem pripade, kdy se vyskytuje jak
specificka absorpce tak absorpce pozadi, bude
absorpce caroveho zdroje odpovidat absorpci
celkove, zatimco absorpce zmerena
kontinualnim zdrojem bude odpovidat pouze
absorpci pozadi. Odectenim obou hodnot se
ziska specificka absorpce, ktera odpovida
koncentraci analytu v absorpcnim prostredi




Zeemanova korekce pozadi

* V tomto pripade je atomizer umisten do silného
magnetického pole. Jeho uCinkem dochazi ke stepeni a
posunu absorp¢nich ¢ar atomu stanovovaného prvku

« Jestlize na atomizér pusobi magnetické pole, méni se
energeticky stav atomu se zminénym Stepenim a
posunem absorpcnich car a nedochazi tak ke specificke
absorbci zareni ktere vychazi z duté katody

* Rozdil mezi temito dvéma hodnotami absorbance
poskytuje ,Cistou, specifickou“ absorpci pusobenou
atomy stanovovaneého prvku bez absorpce pozadi







Vyznam AAS

Stanoveni stopovych prvku — prvky, kt. jsou pro
organismus nezbytné, ale vyskytuji se v krvi
(biologickych tekutinach) v koncentraci
umolarnich a nizsich.

Pokud je jich v organismu nedostatek, zpusobuiji
zavazne chorobne stavy

Jejich vysoke davky byvaji toxicke

Doporucene denni davky zalezi na veku,
pritomnosti onemocnéni a dalsich faktorech




Stopove prvky v biologickych
tekutinach
* Fe,Cu,Zn - v nejvyssich koncentracich
(10-20 umol/l)
¢ Se,F,J,Co,Cr,Mn,Mo — v koncentraci
radove nizsi
* SI,V — ultrastopove prvky




Dekuji za pozornost




